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5 Adjuvant pour composition vaccinate 

La presente invention est relative au domaine des compositions vaccinales. Plus 
particulierement. ('invention conceme de nouveaux adjuvants utilises pour augmenter 
rimmunogenicite de compositions vaccinales. . 

11 existe une erande quantite d'antigenes qui. .njectes chez .1 animal, vont 
provoquer une fabrication d'anticorps qui leur sont specifies. Un des principes de la 
vaccination est de stimuler la fabrication d'anticorps par forganisme d'un homme ou 
d'un animal, en lui administrant des antigenes choisis. Les anticorps ainsi fabnques 
15 permettront, ensuite, a 1'organisme de se defendre contre une infection ulteneure. 
Cependant, certains antigenes n'entrament pas de stimulation suffisante du systeme 
immunitaire lorsqu'ils sont administres seuls. II est done necessaire de leur adjo.ndre un 
adjuvant qui va permettre d'augmenter la reponse immunitaire de I'orgamsme af.n 
d'obtenir une quantite d'anticorps suffisante pour etre protectrice. 
20 parmi les adjuvants connus. on peut citer 1'hydroxyde d'aluminium et le phosphate 

dominium qui sont utilises habituel.ement dans les vaccins huma n, 
compos* ne possedent pas de propriete adjuvante vis-a-vis de tous les anng U. ne 
penitent notamment pas d'augmenter Hmmunogenicite du vacc.n contre la gnppe. 

„ est done necessaire de pouvoir disposer d'adjuvants qui permettent d'augmenter 
«/n« des an«g*nes administr* dans une composition vaccina,, sans aucun 

riSqUC l^ i. est interessant de disposer d'adjuvants capab.es d'induire une reponse 
immunitaire se traduisant par une production d'anticorps secretoires. tels que des IgA. 

Pour atteindre ce but, invention propose I'utilisation d'un compose 
amphipathique comprenant un groupement lipophile derive dun sterol lie a un 
groupementcationique pour la fabrication d'une composition vaccinale. 

L'inventian a anssi pour qbjet ^utilisation d'un tel oonposfi 
amphipathique ocmre adjuvant dans 1' administration d'un vaocin, 

^invention a element pour objet une composition vaccinale comprenant an 
35 m oins un antigene, caracterisee en cc qu elle comprend cn outre au moins un compose 
amphipathique possedant un groupement lipophile dcrixc dun sterol he a un 
groupementcationique. 

I invention a encore pour objet un produi. con.cnan. ,,, moins un antigene ct un 
comport amphipathique comprenant un groupement lipophile derive d un sterol he a un 

40 
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5 groupement cationique , comme produit de combinaison pour une utilisation sirnultanee, 
separee ou etalee dans le temps en vaccination. 

Un autre objet de 1'invention est une methode d'induction d'une reponse 
immunitaire chez un mammifere, consistant a administrer au mammifere au moins un 
10 antigene, caracterisee en ce qu'elle consiste a administrer en outre au moins un compose 
amphipathique comprenant un groupement lipophile derive d'un sterol lie a un 
groupement cationique. 

Au sens de la presente invention, le terme amphipathique designe un compose qui 
1 5 possede a la fois une portion hydrophobe et une portion hydrophile. 

Parmi les derives de sterol pouvant conduire aux composes selon Tinvention, on 
peut citer le cholesterol, le phytosterol, I'ergosteroL Les derives de cholesterol 
conviennent particulierement bien. 

20 

Le groupement cationique des composes amphipathiques selon Tinvention peut 
etre constitue par un ammonium quaternaire ou une amine protonable. 

Le groupement lipophile est relie au groupement cationique grace a une liaison 
25 ester, ether, amide ou carbamoyle parmi lesquelles les liaisons ester, amide et 
carbamoyle presentent Tavantage d'etre hydrolysables dans la cellule. 

La liaison entre les 2 groupements est realisee de preference par I'intermediaire 
d'un bras espaceur constitue par une chaine alkylique ramifiee ou non comprenant de I a 
30 20 atomes de Carbone. 

Parmi les composes convenant aux fins de rinvention. on peut citer ceux 
mentionnes dans le brevet US 5 283 1 85 et notamment : 

35 - 1'iodure de cholester>'l-3p-carboxamidoethylenetrimethylammonium, 

- la choIesteiylOp-carbdxyamidoethylenamine, 

- Piodure de cholesteryl-33-oxysuccinamidoethylenetrimethylammonium, 

- le 3p-fN-(N\N , «dimethylaminoethane)-carbamoyl]-cholesterol, 

- le 3p-[N-(polyethylenimine)-carbamoyl]-cholesteroI. 

40 

parmi lesquels le Sp-pM-CN'^-dimethylaminoethaneJ-carbamoylJ-cholesterol esl 
particulierement avantageux. 
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5 Les composes amphipathiques selon invention peuvent etre obtenus par 

condensation entre un derive de sterol et un compose a groupement cation.que. selon 
une des methodes decrites dans "Advanced Organic Chemistry" Part B : Reactions and 
Synthesis (F.A. Carey and R.J. Sundberg - Plenum Publishing Corp.). Plus 
particulierement, on peut realiser certains des composes selon Invention selon les 

10 methodes decrites dans le brevet US 5 283 185. 

Les composes amphipathiques obtenus en solution alcoolique peuvent, ensuite, 
etre disperses dans de 1'eau ou dans un tampon aqueux et conduire a une suspens.on de 
micelles ou de liposomes. Avantageusement, les composes amph.path.ques de 

15 1'invention sont associes a un lipide neutre tel qu'un phospholipide, par exemple la 
dioleoyl phosphatidylethanolamine (DOPE) ou la dioleoyl phosphatidvlcholme (DOPC). 
Cette association conduit les composes amphipathiques selon Invention a s'organ.ser 
sous forme de liposomes plutot que de micelles lors de la phase de dispersion dans un 
environnement aqueux. La proportion molaire decide neutre associe aux composes 

20 amphipathiques est, de preference, superieure a 20 %. 

Les produits obtenus selon Invention n'ont conduit a aucune reaction de toxicite 
aigue lors de leur inoculation a des souris. 

25 Uantigene utilise pour induire une reponse immunitaire protectrice est cbnstitue 

par n'importe quel antigene utilise habituellement dans une composition vaccmale. que 
ce soit seul ou en combinaison avec un autre antigene. 

De fa?on particuliere, les composes amphipathiques selon Invention se revelent 
30 de bons immuno-adjuvants lorsqu'ils sont associes au vaccin contre le virus de la gnppe 
qui comprend notamment : la proteine HA qui est une hemagglutinine situee a la surface 
de Tenveloppe du virus Influenza, la proteine NP qui est une nucleoproteine dc caps.de 
liee a TARN viral et une proteine M ou "matrice" proteique de Venveloppe. 

35 L'association entre 1'antigene dont on veut accrohre 1'immunogenicite et la 

suspension micel.aire ou liposomale de' composes amphipathiques est reahsce 
spontanement par interaction hydrophobe et e.ectrostatique lors du melange des 
constituants. 

40 Les compositions vaccinales obtenues presentent une bonne stabilite. Cependant. 

la suspension liposomale semble preferable a la suspension micellaire. 
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5 En outre, la suspension liposomale est sterilisable par filtration et lyophilisable. 

II est evident qu'il est possible d'aj outer aux compositions vaccinales obtenues des 
elements utilises classiquement dans les vaccins, tels que de l'eau, du serum 
physiologique ou une substance tampon. 

10 

L'administration des compositions vaccinales obtenues selon l'invention peut etre 
effectuee par toutes les voies habitueilement utilisees pour l'administration de vaccins 
et, notamment, par voie sous-cutanee ou intranasals II est possible aussi de choisir pour 
la premiere immunisation et 1'immunisation de rappel une voie differente. 

15 

II est possible d'administrer, de fa^on separee, la composition comprenant 
l'antigene et la composition contenant les composes amphipathiques selon l'invention ; 
cependant, l'administration d'une composition liposomale de composes amphipathiques 
selon l'invention associds a l'antigene permet non seulement d'augmenter la reponse 
20 immunitaire de type humorale, mais aussi d'induire des lymphocytes T cytotoxiques 
specifiques. 

L'invention sera mieux comprise a la lecture des exemples non limitatifs qui 
sui vent, en reference aux figures. 

25 

La figure 1 illustre le schema de reaction de la fabrication du DC chol. Les figures 
2 a 6 represented les resultats des tests d'induction des lymphocytes T cytotoxiques 
pour chaque groupe de souris mentionne a I'exemple 8. 

30 La figure 7 represente les resultats mentionnes a I'exemple 11. 

Les figures 8 et 9 represented les resultats mentionnes a Texemple 12. 

Les figures 10 et 11 represented les resultats mentionnes a I'exemple 13. 

35 

Les figures 12 et 13 represented les resultats mentionnes a Pexemple 14. 
Les figures 14 et 15 represented les resultats mentionnes a I'exemple 15. 
40 La figure 1 6 represente les resultats mentionnes a I'exemple 16. 
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cholesterol (DC chol) 

Le DC chol est synthase par reaction de cholesteryl chloroformate et de N,N- 
dimethylethylenediamine selon le schema de la f.gure 1, ainsi que cela est deem dans 
10 I'article deX.GaoetL. Huang (BBRC 172(1): 280-285). 

Une solution de cholesteryl chloroformate (2,25 g, 5 mmol dans 5 ml de 
chloroforme sec) est ajoutee goutte a goutte a une solution en exces de N,N- 
dimethylethylenediamine (2 ml, 18.2 mmol dans 3 ml de chloroforme sec) a 0 C. Apres 
15 extraction du so.vant par evaporation, le residu est purif.e par 2 recristalhsanons 
successive* dans de l'ethanol absolu a 4°C et seche sous vide. On obtient alors 0,545 g 
de DC chol sous forme de poudre blanche. La structure du compose a ete venf.ee par 
RMN et spectrometrie de masse. Les resultats obtenus sent conformes aux donnees 
publiees dans I'article cite ci-dessus. 

20 

riLa]lll , . »-, r enmnosi"™ — le virm de la grippe, a 

partir d'une susnension micellaire d» nr chol 2.3 mg 

30 mg de DC chol obtenu selon l'exemple 1 sont dissous dans 1 00 »1 d'ethanol. 
05 75 ul de la solution ainsi obtenue sont injectes par I'intermediaire d'une senngue 
" Hamilton dans 3 ml d'eau maintenue sous agitation a 45°C. Apres 5 minutes d ag,tat,on 
supplemental a 45°C, la suspension micellaire obtenue est melangee a 200 ul du 
vaccin monovalent contre le virus de la grippe (souche A Singapour) comprenant 
notamment comme antigenes : 1'hemagglutinine HA, la nucleoproteine NP et la prote.ne 
30 M. 

Le melange obtenu est fractionne en doses vaccinas de 0.3 ml. Chaque dose 
comprend 5ug de HA et 2,3 mg de DC chol. 

35 nnnviLi ■ A '- n * vflf Hn ;' f contrc lf vin,s dc >a * rippCl * 

pa rtir d'une suspension mice""" ™F «•"<>' ^ mg 

On procede comme dans Texemple 2 en partant de 6 mg de DC chol obtenu selon 
Texemple 1 . 
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5 On melange 18 mg de dioleoyl phosphatidylethanolamine (DOPE) et 4,5 mg de 

DC chol obtenu selon 1'exemple 1, que Ton met en solution dans 3 ml de chloroforme. 

Le chloroforme est evapore sous vide pour constituer un film lipidique qui est 
soumis a dessication sous vide, puis remis en suspension dans 3 ml d'eau. 

10 

Apres hydratation pendant 24 heures a 4°C, la dispersion est soumise a sonication 
pendant 5 a 10 minutes dans un bain a ultra-sons (Laboratory Supplies - Hicksville - 
N.Y.) pour former des liposomes. 

1 5 Cette suspension est stable pendant au moins 6 mois a 4°C. 

Exemnlc 5 : Preparation d'une suspension de liposomes consitues par du DC chol 
assocte a de la dioleovl phosphatidylcholine (DOPO 

20 On procede comme dans 1'exemple 4 en remplafant les 1 8 mg de DOPE par 1 8 mg 

de dioleoylphosphatidylcholine (DOPC). 

On obtient une suspension liposomale stable pendant au moins 6 mois a 4°C. 

25 Exemple 6 : Preparation d'une composition vaccinale contre le virus de la grippe a 
partir d'une suspension liposomale DC chol/DOPE 

3 ml d'une suspension liposomale obtenue selon Texemple 4 sont melanges a 0.2 
ml du vaccin grippe monovalent de la souche A/ Singapour contenant l'equivalent de 50 
30 |ig de I'antigene constitue par Themagglutinine HA. 

Le melange obtenu est ensuite fractionne en 10 doses vaccinales de 0,3 ml, 
comportant chacune 5 ^g de HA et 0,45 mg de DC chol. 

35 Exemple 7 : Preparation d f une composition vaccinale contre Ic virus de la grippe a 
partir d'une suspension liposomale DC chol/DOPC 

3 ml d'une suspension liposomale obtenue selon 1'exemple 5 sont melanges a 0,2 
ml du vaccin grippe monovalent de la souche AJ Singapour. 
40 Le melange obtenu est ensuite fractionne en 10 doses vaccinales de 0,3 ml 

comportant chacune 5 ^g de HA et 0,45 mg de DC chol. 
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5 Fxcmnle 8 : Immunisation 

On immunise 5 groupes de 4 souris Ba.b/c par 3 injections sous-cutanees 
effectuees a JO, J21 et J36 avec les compositions vaccinales su.vantes . 

10 Groupe A : 0,3 ml de vaccin grippe monovalent souche A/ Singapour dilue a 5 ug 

de HA dans 0,3 ml de PBS, 

Groupe B : 0,3 ml de composition vaccinale obtenue selon Texemple 2, 
15 Groupe C :0,3 ml decomposition vaccinale obtenue selon Texemple 3, 

Groupe D : 0,3 ml de composition vaccinale obtenue selon Texemple 6, 
Groupe E : 0,3 ml de composition vaccinale obtenue selon Texemple 7. 



20 
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Exemnle 9 : en ?nt?™rps anti-HA 



Aim d'effectuer les dosages en anticorps neutralisants, on preleve les serums de 
souris a J21. J36 et J51 et on effectue le titrage en anticorps anU-HA grace 
25 technique d'inhibition de Themagglutination induite par le virus de la gnppe. 

Le tableau 1 ci-dessous illustre les resultats obtenus pour chaque groupe de souris 
apres une injection et le tableau 2 les resultats apres 2 injections. 



Tableau 1 

moyenne log (2) 
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GROUPE C 
GROUPE B 
GROUPE E 
GROUPE D 
GROUPE A 
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Tableau 2 

moyenne log (2) 
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Les titres d'anticorps neutralisants dans les scrums des souris sont presents en 
log2 de la dilution la plus forte induisant I'inhibition de l'hemagglutination. 

Ces resultats montrent clairement le role d'adjuvant joue par le DC chol. En effet, 
le taux d'anticorps anti-HA est nettement plus dleve pour les lots de souris ayant re?u du 
DC chol comparativement aux souris ayant re?u le vaccin sans adjuvant (Groupe A). 

II est important de noter que les taux d'anticorps neutralisants dans les groupes B f 
C, D et E sont supdrieurs au taux d'anticorps neutralisants dans le groupe A meme aprts 
une injection unique des differentes compositions vaccinales. Ces titres augmentent 
encore legerement ei se stabilisent apres la deuxteme injection. Les resultats obtenus 
apres la 3eme injection sont sensiblement egaux a ceux de la 2eme injection (non 
representes). 
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Des essais realises avec un vaccin grippe trivalent comprenant la souche A Texas, 
la souche B Panama et la souche A Beijing ont egalement demontre le pouvoir adjuvant 
du DC chol. 

"Excrnhle 10 ; Mise en evidence de 1'induction de cellules T cvtotoxiques 

On preleve a J51 les cellules spleniques des souris de chacun des groupes 
mentionnes a l'exemple 8. 

Ces cellules effectrices sont restimulees in vitro en presence de cellules 
stimulantes syngeniques infectees par le virus de la souche A/ Singapour correspondant 
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5 au vaccin teste. La fonction cytotoxique specifique de ces cellules stimulees est mise en 
evidence en utilisant comme cellules cibles la lignee de mastocytomes P815 sensibilises 
par incubation avec un peptide epitope CTL de l'hemagglutinine du virus (reponse 
specifique centre la HA) ou avec un peptide epitope CTL de la nucleoproteine du virus 
(reponse specifique centre la NP). La lyse non specifique (bruit de fond) est mesuree sur 

10 des cellules P815 non sensibilisees ou sensibilisees avec un peptide epitope CTL du 
virus HIV (V3MN). 

La lyse des cellules cibles est mesurte par une technique radioactive basee sur le 
chargement des cellules cibles en Cr-51 et sur le relargage de ce radioelement lors de la 
15 lyse cellulaire. 

Les resultats presentes sur les figures 2 a 6 qui illustrent le pourcentage de 
cytotoxicite en fonction du rapport cellules effectrices sur cellules cibles pour chacun 
des groupes de souris testes, montrent qu'il est particulierement avantageux d'utiliser 
20 une composition Hposomale de DC chol en particulier en association avec un lipide 
neutre, car celle-ci permet d'induire des lymphocytes T cytotoxiques specifiques en plus 
de la reponse immunitaire de type humoral obtenue grace a Taction adjuvante du DC 
chol. 

25 Exemnle 11 : Etude de la ren o nse immunitaire en fonction de la dose de DCchol 
utilisec 

On realise des compositions vaccinales de 300 M l comportant chacune du vaccin 
grippe monovalent de la souche A/Singapour et contenant soil 15 soil 5 M g de HA, 
30 associe a des liposomes de DC chol/DOPC a une concentration variable. La preparat.on 
de la suspension Hposomale est real isee de fa 9 on similaire a celle de I'exemple 4, en 
remplacant les 18 mg de dioleoylphosphatidylethanolamine (DOPE) par 13. 3 mg de 
dioleoyl phosphatidylcholine (DOPC) et en reprenant le film Hpidique obtenu par une 
quantite d'eau variable selon la concentration en DC chol souhaitee. 

On injecte lei c"omr^sitio"ns vaccihales obtenues a des groupes de 5 souris Balb/c 
femelles de 8 a 10 semaines a J 0 et a J 28. On preleve les serums a J 42 et on dose les 
Anticorps anti-HA par la technique d'inhibition de l'agglutination (1HA). 



40 



On teste ainsi les compositions suivantes : 
- 15 ng de HA + 0 ug de DC chol 
1 5 ug de HA + 400 ug de DC chol 
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5 - 5 ^g de HA + 0 fig de DC chol 

5 fag de HA + 25 fig de DC chol 
5 fig de HA + 50 jig de DC chol 
5 |ig de HA + 1 00 fig de DC chol 
5 fig de HA + 200 fig de DC chol 
10 5 fig de HA + 300 |ig de DC chol 

5 fig de HA + 400 fig de DC chol 

Les resultats exprimis en log base 2 de la dilution la plus forte induisant 
inhibition de l'hemagglutination sont represents sur la figure 7 et montrent que ce 
15 n'est qu'au-dessus de 100 fig de DC chol/dose que Ton beneficie du maximum de Peffet 
adjuvant du DC choL 

Exemnle 12 : Mise en evidence de I'induction de differents isotviyes 
d'anticorns 

20 

On realise une etude comparative des anticorps induits chez 3 groupes de 5 souris 
adultes BALB/c, femelles de 8 a 10 semaines, ayant re?u 2 injections sous-cutanees 
effectuees a J 0 et J 28 avec les compositions vaccinales suivantes : 

25 lergroupe : 0,3 ml de vaccin grippe monovalent souche A/Singapour dilue a 

5 fig de HA dans 0,3 ml de PBS, 
2eme groupe : 0,3 ml de vaccin grippe monovalent souche A/Singapour dilue a 

5 jig de HA adjuve avec 0,1 mg d'hydroxyde d'aluminium, 
3eme groupe : 0,3 ml de composition vaccinale obtenue selon I'exemple 11 et 
30 contenant 5 fig de HA et 400 fig de DC chol associe a du DOPC. 

On preleve les serums des souris a J 28 et a J 42 et on dose par la technique 
ELISA les IgGl et IgG2 produites. 

35 Les resultats obtenus lors de la reponse primaire sont representes sur la figure 8 et 

ceux obtenuslors de laTeponse secondaire sont representes sur la figure 9. 

Ces resultats illustrent Teffet adjuvant du DC chol tant lors de la reponse primaire 
que lors de la reponse secondaire, comparativement a I'hydroxyde d'aluminium qui est 
40 un adjuvant de Tart anterieur. On remarque, en outre, la forte augmentation des IgG2a 
produites, ce qui signifie que le DC chol agit en favorisant le developpement des 
lymphocytes de type TH 1 . 
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On realise exactement la meme experience qu'a l'exemple 12, mais cette fois. les 
souris testees sont des souris de 20 - 22 mois qu'il est plus difficile de stimuler. 

Les resultats obtenus lors de la reponse primaire sont represents sur la figure 10 
et ceux de la reponse secondaire sur la figure 1 1. 

Ici encore, le DC chol a un effet d'adjuvant tant pour la reponse primaire que pour 
la reponse secondaire et notamment vis-a-vis de ('induction d'anticorps IgG2a. 

Exemple 14 : T a ,.* IHA des «n,,ris adultes et des souris agees 

Lors des tests realises aux exemples 12 et 13, on determine chez les souris 
immunises les anticorps neutralisants par le test d'inhibition de Hemagglutination 
20 (IHA). 

Les resultats obtenus lors de la reponse primaire sont illustres sur la figure 12 et 
• ceux de la reponse secondaire sur la figure 13. Les litres obtenus, exprimes en log base 2 
de la dilution la plus forte inhibant l'hemagglutination, montrent bien le role adjuvant 
25 des liposomes DC chol/DOPC chez les souris adultes comme chez les souris agees. 

F.xemple 15 : Immunisatio n vnie intranasale 

On prepare, comme cela a ete decrit a l'exemple 1 1 , des compositions vaccinales 
30 de 50 ul cette fois, comprenant 5 ug de HA (sous forme de vaccin grippe monovalent, 
souche A/Singapour) combines avec 200 ug de DC chol presents sous forme de 
liposomes DC chol/DOPC (dans une proportion massique de I pour 4). 

On immunise par voie intranasale 2 groupes de 4 souris BALB/c deux fois a 4 
35 semaines d'intervalle. 

Le ler croupe de souris (G,) recoit 50 M l de la composition vaccinale contenant; 
200 un de DC chol alors que le second groupe (G 2 ) recoit 50 ul du meme vacc.n gnppe 
monovalent mais sans adjuvant. On analyse les reponses immunes de chaque groupe par 
40 dosage ELISA des serums preleves 3 semaines apres rimmunisat.on de rappel. 
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5 Les risultats, exprimes en log base 10 du titre ELISA, sont represents sur la 

figure 14 pour ce qui conceme les IgG seriques et sur la figure 15 pour ce qui concerne 
les IgA seriques. 

On remarque ainsi que, dans un protocole d'administration muqueux strict, les 
10 liposomes DC chol/DOPC permettent d'augmenter les reponses immunes locales et 
generales d'au moins un facteur 2. 

Le role adjuvant joue par les liposomes DC chol/DOPC dans les reponses 
immunes generales a egalement 6t6 observe lorsqu'au lieu de mesurer les titres IgG et 

15 IgA par ELISA, on a mesure les titres en anticorps anti-HA par IHA ; I'augmentation de 
la reponse immune locale a egalement ete observee lors d'un comptage par ELISPOT du 
nombre de cellules secretrices d'IgG et du nombre de cellules secretrices d'IgA dans les 
poumons des souris immunisees, ainsi que lors de la determination du rapport entre le 
taux d'IgG (respectivement d'IgA) specifiques et le taux d'IgG (respectivement d'IgA) 

20 totales mesurees par ELISA dans les lavages nasopharynges des souris immunisees. 

Exemnle 16 : Immunisation par administration combinee cn sous-cutane ct 
par voie intranasale 

25 On immunise 2 groupes de 4 souris BALB/c deux fois a 4 semaines d'intervalle 

avec, a chaque fois, les compositions vaccinales suivantes : 

- Groupe 3 (G3) : - une composition vaccinale de 300 jil injectee en sous-cutane 
comprenant 4 |ig de HA (sous forme de vaccin grippe monovalent souche A/Singapour) 

30 combines avec 6 |ig de DC chol (sous forme de liposomes DC chol/DOPC) et, 

- une composition vaccinale de 50 \xl administree par voie 
intranasale comprenant 0,25 ^ de HA (sous forme de vaccin grippe monovalent souche 
A/Singapour) combines avec 6 fig de DC chol (sous forme de liposomes DC 
chol/DOPC), 

35 

- Groupe 4 (G4) : - une composition vaccinale de 300 jal injectee en sous-cutane 
comprenant 4 \ig de HA combines avec 200 ng de DC chol et, 

- une composition vaccinale de 50 |al administree par voie 
intranasale comprenant 0,25 jig de HA combines avec 200 fig de DC chol. 

40 
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5 On preleve les serums des souris immunisees 3 semaines apres 1'administration de 

rappel et on dose, pour chacune, le taux d'anticorps neutralises par la techmque IHA 
d'inhibition de rhemagglutination. 

Les resultats obtenus, exprimes en log base 2 du litre, sont represent* sur la figure 
16 et montrent que, dans un protocole d'administration mixte combinant les vo.es sous- 
cutanee et intranasale, le DC chol a un effet adjuvant et que raugmentation de la dose de 
DC chol de 6 a 200 ug permet d'accroitre la reponse immune. 

Un effet dose identique a pu etre observe lorsque, au lieu de mesurer le taux 
d'anticorps anti-HA par la technique IHA, on a mesure les IgG seriques par la techn.que 
ELISA ou la quantite de cellules secretrices d'IgG et la quantite de cellules .ecretnces 
dlgA dans les poumons des souris irnmunisees (par la technique ELISPOT), ou le 
rapport entre les quants d'lgG (respectivement IgA) specifiques et les quant.tes d IgG 
(respectivement IgA) totales dans les lavages naso-pharynges des souris immumsees. 

Des resultats similaires a ceux decrits aux exemples 1 1 a 16 ont ete obtenus en 
remplacant »a DOPC par de la DOPE, ainsi qu'en faisant varier le rapport DCchol/ hp.de 
neutre. en maintenant la proportion molaire de Hpide neutre associe au DC chol dau 
moins 20 %. 
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5 Revendications 

1. Utilisation d'un compose amphipathique comprenant un groupement lipophile 
derive d'un sterol lie a un groupement cationique pour la fabrication d'une 
composition vaccinale. 



10 



2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que le groupement lipophile 
est un derive de cholesterol. 



3. Utilisation selon une des revendications precedentes, caracterisee en ce que le 
1 5 groupement cationique est un ammonium quaternaire ou une amine protonable. 

4. Utilisation selon une des revendications precedentes caracterisee en ce que le 
groupement lipophile est relie au groupement cationique par une liaison ester, 
ether, amide ou carbamoyle. 

20 

5. Utilisation selon une des revendications precedentes, caracterisee en ce que le 
groupement lipophile est separe du groupement cationique par une chaine 
alkylique ramifiee ou non comprenant de 1 a 20 atomes de Carbone. 

25 6. Utilisation selon une des revendications precedentes, caracterisee en ce que le 
compose amphipathique est choisi parmi les composes suivants : 

- Tiodure de cholesteryl-3p-carboxamidoethylenetrimethylammonium, 

- la cholesteryl-3P-carboxyamidoethylenamine, 

30 - I'iodure de cholesteryl-3p-oxysuccinamiddethylenetrimethylammonium, 

- le SP-IN-^N'-dimethylaminoethaneJ-carbamoyll-cholesterol, 

- le 3P-[N-(polyethyIenamine)-carbamoyl]-cholesterol. 

7. Utilisation de SP-tN-CN'.N'-dimethylaminoethaneJ-carbamoylJ-cholesterol pour la 
35 fabrication d'une composition vaccinale. 

8. Utilisation selon une des revendications precedentes, caracterisee en ce que le 
compose amphipathique est associe a un Iipide neutre. 



40 



9, 



Utilisation selon la revendication 8 caracterisee,en ce que la proportion de Iipide 
neutre associe est d'au moins 20 %. 
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5 10 Utilisation selon une des revendications 8 et 9, caracterisee en ce que le lipide 
neutre est la dioleoyl phosphatidylethanolamine (DOPE) ou la d.oleoyl 
phosphatidylcholine (DOPC). 
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11 Utilisation selon une des revendications precedentes, caracterisee en ce que le 
compose amphipathique est disperse dans un environnement aqueux sous forme 



de liposomes. 



12 Utilisation comme adjuvant dans l'administration d'un vaccin d'un compose 
amphipathique comprenant un groupement lipophile derive d'un sterol he a un 

15 groupement cationioque. 

13 Utilisation selon la revendication 12, caracterisee en ce que ledit compose 
amphipathique est le 3p-rN-(N^^dimethylaminoeth a ne)-c a rbamoyl)cholesterol. 

20 14. Utilisation selon une des revendications 12 ou 13, caracterisee en ce que ledit 
compose amphipathique est associe a un lipide neutre. 

15 Composition vaccinale comprenant au moins un antigene, caracterisee en ce 
qu'elle comprend en outre au moins un compose amphipathique possedant un 
25 groupement lipophile derive d'un sterol lie a un groupement catiomque. 

16. Composition vaccinale selon la revendication 15. caracterisee en ce que ledit 
groupement lipophile est un derive de cholesterol. 

30 17 Composition vaccinale selon une des revendications 15 ou 16 caracterisee jm ce 
* que ledit compose amphiphatique est le 3P-[N-(N',N'-dimethylaminoethane)- 
carbamoyl]cholesterol. 

18 Composition vaccinale selon une des revendications 15 a 17, caracterisee en ce 
35 ' que ledit compose amphiphathique se presente sous forme de liposomes mcluant 
au moins un antigene. 

19. Composition vaccinale selon une des revendications 15 a 18, caracterisee en ce 
que ledit compose amphipathique est associe a un lipide neutre. 

40 ... 

20. Composition vaccinale selon une des revendications 1 5 a 19, caractensee en ce 
qu'elle comprend au moins un antigene du virus de la grippe. 
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5 21. Methode d'induction d'une reponse immunitaire chez un mammifere, consistant a 
administrer au mammifere au moins un antigene, caracterisee en ce qu'elle 
consiste a administrer en outre au moins un compose amphipathique comprenant 
un groupement lipophile derive d'un sterol lie a un groupement polaire. 

10 22. Methode selon la revendication 21 caracterisee en ce que ledit compose 
amphiphatique est administrS en meme temps que l'antigene. 

23. Methode selon une des revendications 21 ou 22, caracterisee en ce que l'antigene 
est une hemagglutinine du virus de la grippe. 

15 

24. Produit contenant au moins un antigene et un compose amphipathique comprenant 
un groupement lipophile derive d'un sterol lie a un groupement cationique, comme 
produit de combinaison pour une utilisation simultanee, separee ou etalee dans 
temps en vaccination. 
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FIGURE 3 
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FIGURE 4 
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Souris Balb/c immunisees avec des Liposomes- DC CHOL DOPE 
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Souris Balb/c immunises avec des Liposomes DC CHOL- DOPC 
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FIGURE 8 
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Titre ELISA IgA 
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